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【要旨】　高血糖による新生血管増加、動脈硬化病変などの血管障害進展を阻止することは、今世紀増加しつ
つある糖尿病患者の生命予後の改善に大きな影響を及ぼす。我々は培養細胞を用いて、高血糖がもたらす血
管新生について研究した。今回、オルトアミノフェノールとウシヘモグロビンとの反応を利用した2一アミノ
フェノキサジンー3一オン（Phx－3）の大量調製方法を確立した。この方法により得られたPhx－3を用いて、ヒト
騰帯血管内皮細胞（HUVECs、　human　umbilical　vein　endothelial　cells）において血管新生に関与するフィブ
ロネクチンmRNAの発現に対する影響を詳しく検討した。その結果、高濃度のグルコース（15mM）存在下
で培養したHUVECsでは正常レベルのグルコース存在下（5　mM）の場合と比べ、フィブロネクチンの量が
mRNAレベルで有意に増加していた。このような高濃度グルコースによって誘発されるHUVECs細胞内の
フィブロネクチンmRNAの発現量増加はPhx－3の添加により強く抑制された。一方、正常濃度のグルコー
ス存在下で培養されたHUVECsでは、フィブロネクチンmRNAの発現に対してPhx－3はほとんど作用し
なかった。以上の結果は高濃度グルコース存在下におけるHUVECs内でのミオシン重鎖（embryonic　form
of　myosin　heavy　chain）、エンドセリンー1（endothelin－1）、プラスミノーゲン・アクチベータ阻害因子一1
（plasminogen　activator　inhibitor－1）のmRNAの発現の増強がPhx－3により強く抑制されるという私たちの
結果と良く一致している（G．Fukuda，　N．　Yoshitake　et　al．　Biol．　Pharm．　Bull，28，797－801，2005）。糖尿病では
血管内皮細胞のフィブロネクチン量の増加により血管床が形成され、血管新生や動脈硬化が惹起されること
が知られてきており、本結果は、Phx－3が高濃度グルコースによって惹起されるフィブロネクチンの発現増強
とそれに伴う血管内皮細胞の肥厚や障害を阻止する作用があることを示唆するものである。Phx－3は糖尿病
患者における血管障害に対する治療薬として臨床的に応用される可能性がある。
はじめに
　糖尿病患者では病態の進行により大血管障害、網膜
症、腎症、神経障害などの種々の障害が起こることが
知られている。とくに血管障害は高濃度のグルコース
が血液中に長期滞在するために、血管内皮細胞の移
動、増殖、分化が惹起され、血管新生や動脈硬化など
が誘発されることで引起される1－3）。これまで、網膜症
や腎臓症をきたす糖尿病でみられる糖尿病性ミクロ
アンギオパチーは、血管内皮細胞の細胞外マトリック
スタンパク質の合成が促進され、血管基底膜の肥厚が
進行するために起こると考えられている4・5）。血管基底
膜の肥厚の原因としてはいくつかの細胞性因子が知
られているが、血管基底膜タンパク質であるフィブロ
ネクチンは最も重要な因子の1つであるといえる6）。
　近年、ヒト良医血管内皮細胞（HUVECs，　human
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umbilical　vein　endothelial　cells）を高濃度のグルコー
ス存在下で培養すると、フィブロネクチンの合成が促
進されることが示された6）。このフィブロネクチンの
合成促進は転写因子核因子の一種であるNF一κBや活
性化タンパク質AP－1などを介して起こることも明ら
かとなってきている7）。また、NF一κBやAP－1はプロテ
インキナーゼ・CやAktなどの情報伝達系調節酵素の
調節を受けることも知られている。これらの結果は糖
尿病患者の血管内皮細胞で同様なメカニズムで血管
障害が引きおこされることを示唆する。私達はこれま
で、HUVECsを高濃度のグルコースで培養すると、細
胞内に血管新生関連因子であるエンドセリンー1
（endothelin－1）．　PAI－1　（plasminogen－activator　inhibitor－
1）の合成が高まることを明らかにした8）。この場合、
水溶性フェノキサジンであるPhx－3がこれらの因子
の合成促進を強く抑制することを示した。とくに、エ
ンドセリンー1はフィブロネクチン合成を促進するこ
とが知られていることから6）、HUVECsにおけるエン
ドセリンー1の合成抑制はフィブロネクチンの合成を
抑制することを意味する。すなわち高濃度のグルコー
ス存在下でのHUVECsにおけるフィブロネクチンの
合成促進は、Phx－3によって抑制される可能性を示唆
している。そこで本研究では、正常グルコースあるい
は高濃度グルコース存在下におけるHUVECsのフィ
ブロネクチンmRNA量を検討し、さらにこれらに対
するPhx－3の作用を詳しく検討した。
　水溶性フェノキサジンは友田らにより新規に開発
された化合物であり9・10）、2一アミノー4、4α一ジハイド
ロー4α、7一ジメチルー3H一フェノキサジンー3一オン（Phx－
1）や3一アミノー1、4α一ジハイドロー4α一8一ジメチルー2H一
フェノキサジンー2一オン（Phx－2）などの生物活性作用
が明らかになりつつある11一15）。とくにPhx－1は種々の
癌一株に対して、つよい抗腫瘍作用があること11－13）、
また抗免疫作用や抗ウイルス作用がなることなどが
明らかとなってきた14・15）。しかしながら、2一アミノフェ
ノキサジンー3一オン（Phx－3）の生物活性作用について
は十分に検討されていなかった。本論文ではまず、ウ
シ血液を用いたPhx－3の大量製造方法を確立したの
で、その方法について記述する。さらに、この方法を
用いて精製したPhx－3のHUVECsに対する生物活性
作用を、糖尿病と関連する血管新生関連因子の変動に
対する作用という観点からフィブロネクチンmRNA
レベルへの影響を詳しく検討し、有意義なデータを得
たので報告する。
研究材料および方法
　1．方法
　（1）Phx－3の調製
　クエン酸処理した新鮮ウシ血液（21）から遠心操作
（8，㎜g×2分）により、血清部分および血小板、白血
球層を除き赤血球を得る。この赤血球に対して4倍容
量のO．9％塩化ナトリウム溶液を加えて、良く撹拝を
行う。さらに8，㎜g×2分にて、遠心を行い、赤血球
の洗浄を2回行う。この赤血球に対して、約5倍容量
の蒸留水を添加し、室温にて20分放置し溶血させる。
溶血液を10，000g×20分にて遠心し、赤血球細胞膜を
除く。このようにして得られたヘモグロビンを含む約
31の溶血液に対して、予め0．1規定水酸化ナトリウム
溶液で中和しておいた最終濃度3mMのオルトアミ
ノフェノール溶液（和光純薬、東京）を加えて、37℃
にて6日間インキュベートを行う。6日後に、上記反応
液に対して2倍容量のメタノール溶液を加え、ヘモグ
ロビンを変性させる。変性したヘモグロビンは遠心分
離法により分離できる（10，㎜g×2分）。得られた上清
にはオルトアミノフェノールとウシヘモグロビンの
反応により生成されたアミノフェノキサジンー3一オン
（Phx－3）が大量に含まれる。大容量エバボレータ（東
京理化、東京）を用いて、上清から水分およびメタ
ノールを蒸発除去する。残留した粉末に対して、200ml
メタノールを加え、沈殿物は遠心操作（10，㎜g×2分）
により、除去する。上清はさらに、セファデックス
LH－20樹脂（アマルシャム・ファルマシア社、東京）を
充填したカラム（7cm×50　cm、50％エタノールで平衡
化）にのせ、溶出を行う。溶出は50％エタノールで行
う。第3番目に溶出されるオレンジ色の部分をPhx－3
として得る。この部分をさらに小容量エバボレ一揃に
て濃縮し、粉末にする。得られた粉末に対して、100ml
のメタノールを加え完全に溶解させる。この場合、水
溶性の無機塩分や有機化合物はメタノールに不溶性
であるので析出する。上清をさらに、セファデックス
LH－20樹脂を充填したカラム（3　cm×20　cm、50％エタ
ノールで平衡化）にのせ、50％エタノールで溶出を行
う。得られた赤褐色部分をエバボレ口恥で粉末化する
ことにより、単一なPhx－3が得られる。標品が単一で
あることは、薄層クロマトグラフィ（メルク社、ダル
ムシュタット市、ドイツ）を用いて検定を行った（展
開溶媒、クロロホルム：メタノール＝1：1）。また、こ
の標品を用いて、可視部および紫外部吸収スペクトル
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を種々の溶液中で測定するとともに、NMRスペクト
ルおよびIRスペクトルの測定を行った。
　（2）Phx－3のヒト騰帯血管内皮細胞（HUVECs，
　　　human　umbilical　Vein　endothelial　CellS）の
　　　フィブロネクチンmRNAの発現に対する影
　　　響の測定
　HUVECsの培養と増殖度の測定
　HUVECは凍結HUVEC（クラボウ（株）・東京）を
使用した。培養液はウシ胎児血清（FBS）2％V／V、ヒ
ト組み換え型上皮成長因子を含む正常ヒト血管内皮
細胞増殖用低血清液体培地EGM－2（クラボウ・東京）
を使用し培養は、37℃、5％CO、の環境下で行った。
　細胞を3～4代継代した時点で、トリプシン処理し
て浮遊させた細胞を96穴プレート（旭テクノロジー
ズ、東京）に1穴あたり5．0×103celIs／100μ1ずつ播種
した。24時間前培養を行い実験を開始した。細胞培養
したwellはn＝5とし5群に分けた。最終ブドウ糖濃
度が5mMの正常血糖コントロール群であるNG群、
15mMの高血糖コントロール群であるHG群、そし
てPhx群はHG群と同様15mMグルコース添加後、
更に最終Phx－3濃度10、30、100μMになるよう濃度勾
配をつけてPhx－3を添加し3群に分けられた。前培養
終了時点で実験開始時の細胞数を測定、その後4時間
ごとに5回測定するため、5群に分けたプレートを6
枚用意した。これらの実験はduplicateで行った。
　Phx－3は100％DMSOにて100　mMに溶解し、使用
時には培地にて10倍希釈して使用した。
　薬剤添加後4時間ごとにWST法にて呈色させ450
nmの測定し比較した。
　WST法にはCell　Counting　Kit－8（同仁堂化学研究
所（株）熊本）を用い同溶液を各wellに10μ1ずつ添
加した。Incubeter内で35時間呈色反応を行い、micro－
platereaderを用いて450　nmの吸光度を測定した。
WST－8は細胞内脱水素酵素により還元され、水溶性の
ホルマザンを生成する。このホルマザンの吸光度と細
胞数は直線的な比例関係にあるため、実験開始時の吸
光度を100％とし、経時的に細胞数の変化を観察した。
　またこの際Phx－3の吸光度の影響を排除するため
Cell　Counting　Kit－8を添加する前に予め検体の吸高度
を測定し、最終測定値より減算した。
　RNAの単離とcDNAの合成
　1×106個のHUVECsをポリ1－L一リジンでコート
した培養皿で、37℃にて8時間培養を行った。さらに
HUVECsを5mMグルコース単独、5mMグルコー
スート10μMPhx－3、15mMグルコース単独、15mMグ
ルコース＋10μMPhx－3の条件で、37℃にて8時間培
養を継続した。HUVECsの全RNAはTRIzol試薬
（インビトロジェン社）を用いて抽出を行った。クロロ
ホルム添加後に試料を遠心分離し、水層および有機溶
媒層に分け、水層よりイソプロピルアルコールを用い
てRNAを回収し、　DEPC処理水に懸濁させた。　RNA
の定量は260nmの紫外部吸光度で行った。RNA試料
の純度は260nmと280　nmの吸光度の比で計算した。
Superscript　IIシステム（インビトロジェン社）を用い
て、4mgの全RNAよりcDNA合成を行った8）。
　リアルタイムPCR
　リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（RT－PCR）は
96穴マルチプレート内で従来の方法8）で行った。この
プレートの各穴に10pt　1の2×DyNamoTM
SYBRGreen　qPCR　kit（日本バイオ・ラッド　ラボラ
トリーズ（株））、05μ1のfbrwardおよびreverseプラ
イマー（10μmol／1）、8μ1の蒸留水、1μ1のcDNAテ
ンプレートを加えた。フィブロネクチンに対するプラ
イマーはPrimer　3ソフトウエア（ホワイトヘッド研
究所、米国マサチュセッチュ州、ケンブリッジ市）を
用いてデザインした。フィブロネクチンmRNAに対
するforwardおよびreverseプライマーの配列は次の
とおりである。
　（forward）　GATAAATCAACAGTGGGAGC
　（reverse）　CCCAGATCATGGAGTCTTTA
　フィブロネクチンmRNAに対してリボソーム18S
rRNAをinternal　controlとして設定し、18S　rRNA発
現量に対するフィブロネクチンmRNA発現量の比で
比較した。
　統計処理
　測定値は平均値±S．E．Mで表し、　post－hoc試験を用
いるANOVA法にて解析した。〆0．05で有意差あり
とした。
結 果
　本研究ではまず、Phx－3を大量に調製する方法の確
立を行った。本方法による回収率は5gのオルトアミ
ノフェノールから約1．5gのPhx－3が回収されること
から、約30％であった。Phx－3の調製方法の詳細は「研
究方法と材料」のところで記述したが、この方法に
よって調製されるPhx－3は薄層クロマトグラフィで
溶媒の先端部分近くに単一のバンドを示すことから
純粋な標品であるといえる（データは図示せず）。ま
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た、Phx－3の粉末はFig．1に示すように赤褐色である。
Phx－3の粉末は約lmgをlmlのエタノールあるいは
21mgをlmlのジメチルスルフォキサ’イド（dimeth－
ylsulfoxide，　DMSO）に溶解することができる。
　Fig．2に示すように、　Phx－3は種々の溶液中では異
なる特徴的な可視部および紫外部吸収スペクトルを
示した。Phx－3は水溶液では425　nm吸収ピークをもつ
が、酸性pH（0．lN塩酸溶液）ではこの吸収ピークは
470nmへ移動した。一方、アルカリpH（0．IN苛性
ソーダ溶液）では420nm以上でみられた吸収極大は
消滅し、315nmへと移動した。また、100％メタノール
液では418nmと428　nmに特徴的な2つの吸収極大
がある。
　また、Phx－3のNMRやIRスペクトルの測定値を
Table　lに示す。これらの結果から、　Phx－3はFig．3に
示すような化学構造を持ち、化学名としては2一アミノ
フェノキサジンー3一オン（2－aminophenoxazine－3－one）
であることが明らかとなった。
　Phx－3がウシヘモグロビンによって合成される反応
はFig．4のように進行すると推定された。すなわち、
亀㌧’
鍾
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Fig．1　Photo　of　purified　powder　of　Phx－3
オルトアミノフェノールはウシヘモグロビンを酸化
するとともに、酸化型ヘモグロビンを還元する。この
反応途中に、オルトアミノフェノールはオルトキノイ
ミン（o－quinoimine）型に酸化され、さらにオルトキ
ノイミンがオルトアミノフェノールと反応してフェ
ノキサジンが合成される。
　次に、精製したPhx－3標品を用いてHUVECsの
フィブロネクチンのmRNAレベルに対する影響を検
討した。まず、Phx－3のHUVECsの増殖に対する作用
を調べた（Fig．5，　n＝5）。　lo、μM濃度のPhx－3では
HUVECs細胞の増殖へは20時間にわたりほとんど
影響はなかった。しかしながら、50μM濃度以上では
Phx－3はHUVECsの増殖の抑制作用がみられた。こ
のことから、次の実，験ではHUVECsの増殖に影響を
与えない10μM濃度のPhx－3をもちいた。
　Fig．　6はフィブロネクチンmRNAの融解曲線であ
る。80℃にピークをもつ単一な曲線であることから、
フィブロネクチンmRNA標品は単一なものであるこ
とがわかり、本調製方法は適切であるといえる。
　さらに、正常グルコース濃度におけるHUVECsの
フィブロネクチンmRNAと高濃度グルコース濃度に
おけるHUVECsのフィブロネクチンmRNAの量を
Table　1　Data　for　NMR　and　IR　spectra　of　Phx－3
iH　NMR　（300　MHz，　DMSO－d，）
　6　6．37　（s，　IH），　6．38　（s，　IH），　6．82　（bs，　2h），　7．37－7．53　（m，
　3H），　7．71　（dd，　IH）
i3C　NMR　（76　MHz，　DMSO－d6）
　6　180．3，　149．0，　148．3，　147．4，　142．0，　133．8，　128．9．　128．0，
　125．4，　116．0，　103．5，　98．4
1R　（KBr）
　3，401，　3，308，　1，656，　1，588，　14，495，　1，463，　1，291，　1，272，
　1，203，　1，173　cm－i
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Fig．　2　Absorption　spectra　of　Phx－3　in　100％　methanol，　O．1　N　HCI　solution，　O．1　N　NaOH　solution　and　distilled　water
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Fig．3　Chemical　structure　of　Phx－3
調べた結果をFig．7に示す。リボソーム18S　rRNAを
internal　controlとして設定し、18S　rRNA発現量に対
するフィブロネクチンmRNA発現量の比で比較し
た。その結果、高濃度グルコース存在下ではHUVECs
中のフィブロネクチンmRNA量は正常グルコース濃
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Fig．　4　Plausible　mechanism　of　Phx－3　production　during　the　oxido－reductive　reactions　of　bovine　hemoglobin
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Fig．　5　Effects　of　Phx－3　on　the　proliferation　of　HUVECs　at　normal　or　high
　　　glucose　concentrations　［］：　5　mM　glucose　alone；　一：　15　mM
　　　glucose　alone；　2］：　15　mM　glucose十10　pt　M　Phx－3；　A：　15　mM
　　　glucose十30　pt　M　Phx－3；　A：　15　mM　glucose十100　ptM　Phx－3
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Melting　curve　of　fibronectin　mRNA　in　HUVECs
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Fig．　7　Effects　of　Phx－3　on　the　expression　of　fibronectin　mRNA　in　HUVECs　cultured　at　normal　or　high　glucose　concentration．
度の場合と比べて8倍増加していた。さらに、10μM
濃度のPhx－3を高濃度グルコース存在下でHUVECs
に添加すると、フィブロネクチンmRNAは約半分量
に低下したψ＜0．05）。なお、正常濃度のグルコース
存在下では、フィブロネクチンmRNA量はPhx－3の
添加によってはあまり影響を受けていない。
考 察
　フェノキサジンは強い抗腫瘍作用をもつアクチノ
マイシンDの骨格に相当する化合物であるが、化学合
成したフェノキサジンは水に溶けにくいことから生
物活性作用はないと考えられてきた16）。近年、友田ら
はヘモグロビンあるいはヒト赤血球とオルトアミノ
フェノールやその誘導体化合物との反応によりフェ
ノキサジン化合物が生成されること9・10）、2一アミノー5一
メチルフェノールとヘモグロビンとの反応で生成さ
れるPhx－1はin　vitroおよびin　vivoにおいて抗腫瘍作
用を示すことを明らかにしてきた11－13）。また、Phx－3に
ついては土壌細菌のstreptomycesから生産され、抗結
核作用を示すケスチオマイシンA（questiomycin　A）
として見出された化合物であるが17）、その簡便な大量
合成方法については確立されていなかった。
　今回の研究では、ウシ血液から大量に調製したヘモ
グロビン溶液にオルトアミノフェノールを加えるこ
とにより、その大量調製方法を具体的に確立した（方
法の項を参照）。このような方法により調製したPhx－3
は比較的水溶性であるが、種々の分析方法により純粋
な化合物であることが明らかとなった（Fig．2，　Table
1）o
　さて、糖尿病では血管内皮細胞を中心とする種々の
病態が明らかとなってきている。これには血液内に貯
留する高濃度のグルコースによって血管内皮細胞の
移動、増殖、分化が惹起され、血管新生や動脈硬化な
どが誘発されること1－3）が大きく関わっていると考え
られる。また、網膜症や腎臓症を伴う糖尿病患者でみ
られる糖尿病性ミクロアンギオパチーでは、血管内皮
細胞の細胞外マトリックスタンパク質の合成が促進
され、血管基底膜の肥厚が進行するが4・5）、フィブロネ
クチンがつよく関与していると考えられている6）。本
研究では高濃度グルコースによってHUVECs細胞に
おけるフィブロネクチンmRNA量が有意に増加する
ことを示した（Fig．7）。この結果は糖尿病患者におい
て血液中の高濃度グルコースにより血管内皮細胞が
刺激を受けてフィブロネクチンの合成と分泌が促進
され、種々の血管障害が引起されることを示唆する。
ところが、Fig．7に示すようにloμM濃度のPhx－3を
添加したHUVECs細胞では高濃度グルコースによっ
て誘発されたフィブロネクチンmRNA発現量の増加
は強く阻害された。このことは、Phx－3は血管内皮細胞
作用して、高濃度グルコースによって誘発される血
管新生因子であるフィブロネクチンの発現を抑制し、
血管内皮における血管増生を抑える作用があること
を示している。
　これまで血管内皮細胞でのフィブロネクチン合成
促進は転写因子核因子の一種であるNF一κBや活性化
タンパク質AP－1などを介して起こることが明らかと
なってきている7）。また、NF－xBやAP－1はプロテイン
キナーゼCやAktなどの情報伝達系調節酵素の調節
を受けることも知られている18）。Phx－3の誘導体であ
るPhx－1はヒトB細胞や肥満細胞に作用してAktの
リン酸化を抑制すること14・15）が明らかとなっている。
Phx－3にもPhx－1と同様な作用があるならば、
HUVECsのAktリン酸化を抑制しNF－xBの作用を
阻害して、フィブロネクチン合成抑制している可能性
（6）
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がある。この点については今後の詳しい検討が必要で
ある。
　　私達はこれまで、HUVECsを高濃度のグルコース
で培養すると、細胞内に血管新生関連因子であるエン
ドセリンー1（endothelin－1）、　PAI－1（plasminogen－
activator　inhibitor－1）の合成が高まることを明らかに
した8）。さらに、Phx－3がこれらの因子の合成促進を強
く抑制することを示した8）。エンドセリンー1はフィブ
ロネクチン合成を促進することが知られていること
から6）、HUVECsにおけるエンドセリンー1の合成抑制
はフィブロネクチンの合成を抑制することを意味す
る。Fig．7に示した結果はこのことと良く一致してい
る。
　以上の結果は、Phx－3は糖尿病患者においてフィブ
ロネクチンを介した血管新生や動脈硬化の抑制作用
があることのみならず、癌組織の血管新生19）に関して
も抑制作用を示す可能性を示唆している。これらの点
については動物実験により明らかになるであろう。
Phx－3はマウスを用いた動物実験では副作用が非常に
少ないことから11・12）、糖尿病の進行を阻害する化合物
として臨床的に応用できる可能性があり、今後の研究
の進展が期待される。
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Effects　of　2－aminophenoxazine－3－one　on　fibronectin　mRNA　expression
in　the　human　umbilical　vein　endothelial　cells
Noriko　YOSHITAKE，　Gen　FUKUDA
Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Masato　ODAWARA）
Abstract
　　　　Preventing　vascular　complications　such　as　the　increase　of　angiogenesis　and　atherosclerotic　legions　due　to　high　glucose　may
affect　greatly　the　improvement　of　prognosis　of　diabetic　patients，　whose　number　is　increasing　in　this　century．　Present　research
deals　with　the　angiogenesis　caused　by　high　glucose，　using　cultured　cells．
　　　　First　of　all，　we　have　established　the　method　for　bulky　preparation　of　2－aminophenoxazine－3－one　（Phx－3）　by　using　the
reaction　of　o－aminophenol　with　bovine　hemoglobin　solution．　Phx－3，　which　was　prepared　by　this　method，　was　subj㏄ted　to
the　investigation　for　the　effects　of　Phx－3　on　the　mRNA　levels　of　angiogenesis　related　factors　in　human　umbilical　vein
endothelial　cells　（HUVECs）．　Consequently，　it　was　found　that　in　HUVECs　cultured　under　higher　（15　mM）　glucose　condi－
tions，　the　levels　of　mRNA　of　fibronectin　were　significantly　increased　compared　with　the　case　under　normal　（5　mM）　glucose
conditions．　Such　increased　mRNA　expression　of　fibronectin　induced　by　high　glucose　was　strongly　reversed　by　the　addition
of　10　pt　M　Phx－3．　ln　HUVECs　cultured　under　normal　glucose　conditions，　the　expression　levels　of　mRNA　of　fibronectin　were
not　altered　i　n　the　presence　or　absence　of　Phx－3．　These　results　are　consistent　with　the　report　that　the　mRN　A　expression　of
embryonic　form　of　myosin　heavy　chain　（SMemb），　endothlin－1　and　plasminogen　activator　inhibitor　was　strongly　inhibited　by
Phx－3，　in　HUVECs　with　high　glucose（Fukuda　and　Yoshitake　et　al．　Biol．　Pharm．　Bull，28，797－801，2005）．　It　has　been
shown　that　in　diabetes，　the　increase　of　fibronectin　amount　in　the　vascular　endothelial　cells　is　caused，　thereby　the　vascular　bed
is　formed，　and　angiogenesis　and　atherosclerosis　are　induced，　Present　results　indicate　that　Phx－3　may　inhibit　the　increased
expression　of　fibronectin　in　vascular　endothelial　cells　caused　by　high　glucose　and　the　accompanying　thickening　and　disorders
of　vascular　endothelium．　Phx－3　may　be　clinically　available　in　future，　as　the　agent　for　treatment　of　vascular　complicatjons　in
diabetic　patients．
〈Key　words＞2－aminophenoxazine－3－one，　fiburon㏄tin，　human　vascular　endothelial　cells，　diabetes
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